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Induction of the culture from the human glioma cell line U87 glioma cells in the 
induced culture to analyze the biological activity. Study sphingosine kinasethe 
sensitivity of relations with the alkylating agent in glioma stem cells. Application of 
inhibitors of sphingosine increase induced differentiation of cancer stem cells 




By induction from human glioma cell line U87 glioma stem cells were induced 
culture. Detected by immunofluorescence ball CD133 glioma stem cells and nestin 
(Nestin). Application of MTT assay of glioma stem cells and glioma cells to 
alkylating drugs nimodipine Division D (ACNU) sensitivity. Compared by 
quantitative PCR, glioma stem cells and glioma cells in normal sphingosine kinase 1 
gene (SPHK1) differentially expressed. Application of MTT test and flow cytometry 
in glioma stem cells and glioma cells, application of ordinary sphingosine kinase 




Induction of test can cultivate a culture of glioma stem cells in a typical ball. By MTT 
test its ability to fight tumors was significantly higher than ordinary glioma  cells. 
Detected by immunofluorescence in glioma stem cells were labeled CD133 and 
Nestin. Glioma stem cells by quantitative PCR in sphingosine kinase 1 (SPHK1) gene 
expression in glioma cells was significantly higher than normal. By MTT test and 
flow cytometry, sphingosine kinase inhibitor (SKI) can significantly increase the 
tumor cells to alkylating drugs (ACNU) sensitivity. 
4. Conclusion 














powerful alkylating agent resistance of glioma stem cells. Sphingosine kinase is an 
effective target for the treatment of cancer, Through the application of sphingosine 
kinase inhibitors can induce differentiation of glioma stem cells to increase their 
alkylating drugs nimodipine Division D (ACNU) in apoptosis sensitivity. 
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剂化疗的 佳治疗方案，恶性胶质母细胞瘤患者的中位生存期仅为 14.6 个月，1













交联和链断裂， 终导致肿瘤死亡。而 O6-甲基鸟嘌呤-DNA 甲基转移酶
(O6-methylguanine DNA methyltransferase, MGMT)可有效修复 O6-AlkG，使肿瘤
细胞产生耐药性[12]。研究表明，MGMT 活性是决定肿瘤细胞对烷化剂药物敏感
性的关键因素[13]，发现 MGMT 活性低的肿瘤对烷化剂敏感，MGMT 活性高的肿
瘤耐药。对于 MGMT 活性高的肿瘤，先用抑制剂（如链脲菌素[14]，反义 RNA[15]）
抑制 MGMT 活性，然后使用烷化剂治疗，可大幅增强疗效。 近，Hegi 等[16]
发现 MGMT 启动子甲基化的胶质瘤患者对烷化剂替莫唑胺（TMZ）敏感、生存


















观的现象。而 Bektas 等[19]发现烷化剂和 MGMT 抑制剂联合治疗虽可杀伤绝大多
数胶质瘤细胞，但残留细胞增生后会产生严重的耐药性。提示即使采用个体化治
疗方案也难以杀伤所有的细胞，很容易导致肿瘤复发及化疗失败。 
脑瘤干细胞(Brain tumor stem cell，BTSC)的发现为脑瘤的治疗提供了新的方














Zhen 等[28]使用亚砷酸处理 U87，U251 和 U373 胶质瘤细胞，使干细胞比例显著
下降，在软琼脂及裸鼠体内的成瘤率随之下降。Silber 等[29] 发现使用 5-aza-dC
处理 U87 和 U251 细胞后， miR-124 和 miR-137 两种与分化相关的 micro RNA
的表达显著增加，提示化疗药物 5-aza-dC 诱导 GSCs 分化。而 Casorelli 等发现
分化细胞中的 MGMT 表达下调，提示诱导分化能够增加烷化剂化疗敏感性[30]。 
那么是否有其它诱导 GSCs 分化的方法呢？在大量文献调研的基础上，我们
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kinase ，RTKs)激活SphK1，激活的SphK1可催化鞘胺醇产生鞘胺醇1磷酸（S1P），
S1P 不仅能激活下游信号分子，而且能通过 S1P 受体（S1PR）反式激活 RTKs，
使信号得到扩增（图 1）[31]。Van Brocklyn [32]等检测 48 名患者多形胶质母细胞
瘤细胞的 SphK1 mRNA 水平， 发现 1/3 SphK1 mRNA 高表达患者的中位生存期




侵袭。此外, Anelli 等[35]发现缺氧可诱导 U87 胶质瘤细胞中 SphK1 表达，并可
能以 S1P 依赖性的方式诱导血管形成。可见，SphK1 是控制胶质瘤生长，存活，
侵袭，转移，血管形成及预后的重要指标[32]。Kapitonov 等[36]发现使用 SKI(鞘氨
醇激酶抑制剂)抑制胶质瘤细胞 LN229 ，U373 及原代 GBM6 的 SphK1 活性，能
够抑制细胞内 PI3K/Akt 信号通路，抑制肿瘤转移与侵袭，诱导细胞凋亡。更重
要的是，SKI 显著减少肿瘤移植物的生长速度，减少肿瘤血管形成, 增加颅内移
植 LN229 肿瘤的小鼠的存活时间。因此 SphK1 可能是胶质瘤治疗的重要靶标。 
 
 
图 1.  S1P 受体（SIPR）和受体酪氨酸激酶（ RTK ）的信号扩增回路示意图。 
Fig 1. S1P receptor (SIPR) and the receptor tyrosine kinase (RTK) signal 
amplification circuit diagram. The figure for the sheath alcohols SphK1 kinase 1, sph 
for the sheath alcohols, S1P 1 ammonium nitrate phosphate alcohol, S1PR for the S1P 
receptors. （Shida D, Takabe K, Kapitonov D, et al.Targeting SphK1 as a new strategy 
against cancer. Curr Drug Targets. 2008;9(8):662-73.） 
 
   那么，SphK1 是不是 GSCs 的重要分子标志呢？ Annabi 等 [37]报道 S1P 在刺
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代谢就有可能去消除其自我更新的能力。由于 S1P 是由 SphK1 催化产生的，而
且 Li 等[33]发现恶性程度越高的胶质瘤细胞（其 GSCs 的比例也越高）的 SphK1
水平越高，我们推测 SphK1 可能在激活 GSCs 脂类代谢及维持干细胞特性中发
挥作用。 
更为重要的问题是 SphK1 的抑制剂是否能够破坏 GSCs 的特性、诱导其分
化呢？目前虽无这方面的报道，但是我们认为答案应该是肯定的。主要理由是：
.⑴ Annabi 等[37]认为抑制 GSCs 的脂类代谢就可能消除干细胞自我更新的能力、
使细胞将分化或凋亡； .⑵  SphK1 是催化 S1P 生产、调节脂类代谢及细胞恶性转
变的重要分子[32]；⑶Bektas 等【19】发现耐受烷化剂的 U251 克隆（往往含有大量
GSCs）中 SphK1 表达水平大幅上升，抑制 SphK1 活性后，细胞凋亡水平及对烷
化剂的敏感性均大幅上升。因此，我们推测 GSCs 中高表达 SphK1，抑制 SphK1
活性有可能破坏 GSCs 的干细胞特性、增加细胞凋亡水平及对烷化剂的敏感性。 
磷脂类物质是细胞膜的主要组成成分，机体中主要含有甘油磷脂和鞘磷脂
两大类。这些磷脂的代谢产物是重要的信号分子如神经酰胺 (ceramide，Cer)、 神
经鞘氨醇(sphingosine ，Sph)和 1-磷酸鞘氨醇( sphingosine-1-phosphate，S1P) ， 
在肿瘤发生发展过程中发挥着极为重要的作用[38]。研究证实，Cer 是一种细胞增
殖负调控因子，抑制细胞生长、促进细胞凋亡，而其转化生成的代谢物 S1P 则
抑制细胞凋亡、促进细胞增殖[ 39 ]。细胞内 Cer 、Sph 和 S1P 可以发生相互转化，
并通过酶促反应维持其动态平衡。在调节酶中，Sphk 是细胞内合成 S1P 的主要
限速酶，它通过降低 Cer 生成 S1P 从而具有调节 Cer 和 S1P 的双重功能。因此，
Cer 和 S1P 的动态平衡决定着细胞的凋亡和增殖。研究人员推测，通过 Sphk 抑
制剂减少 S1P 生成、提高 Cer 或者 Sph 的水平，有可能成为一种成功的肿瘤治
疗途径[40]。在许多肿瘤细胞中，Sphk1 表达增加不仅改变 S1P /Cer 的平衡，对
抗细胞凋亡，还能增加细胞周期由 G1 期向 S 期转化的速率，提高 S 期细胞比
率，减少细胞倍增时间，促进细胞生长[41]。近来发现使用短链干扰 RNA 特异性
敲除 Sphk1 基因，能够促发一系列肿瘤细胞系发生凋亡，并伴随着 Cer 和 Sph
水平的显著升高[ 42]。 
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与血管生成有关的细胞的生物学反应， 通过其表面受体 EDG s 依赖的细胞骨架
重组维持内皮细胞屏障的完整性[44]，促进内皮细胞向血管样结构的形态转变等，




那么，Sphk1 表达水平在胶质瘤有什么作用？临床资料显示[ 46]，Sphk1 高表
达的恶性胶质瘤患者生存期较为短暂。同时研究显示，白介素-1(IL-1)由多数人
恶性胶质瘤细胞分泌，可以上调 Sphk1mRNA 和蛋白水平。该作用机制是通过 
JNK-C-jun 信号途径来实现的，可被 JNK 抑制剂所阻断。表达上调的 Sphk1 催化
Sph 生成 S1P 使大脑中 S1P 的浓度维持较高水平，从而进一步介导恶性胶质瘤细
胞的转移和侵袭。因此 SphK1 可能是胶质瘤治疗的重要靶标。 
本课题拟研究 SphK1 在 GSCs 中的表达水平及其作为 GSCs 治疗靶标的可能
性。首先比较胶质瘤干细胞与普通胶质瘤细胞 U87 细胞中 SphK1 的表达水平，
确定 SphK1 高表达是否为 GSCs 的共同特征，探讨其在维持干细胞特性及成瘤
能力的关系；其次，采用 SphK1 抑制剂（SKI）抑制 GSCs 内的 SphK1 的酶活性，
探讨 SKI 诱导 GSCs 分化和细胞凋亡的可能性； 后，分析处理后的 GSCs 对烷




























仪器与设备名称                                     生产厂家 
 
CO2 水套培养箱                                日本三洋公司 
超净工作台                                    江苏苏净集团公司 
倒置相差显微镜                                日本 Olympus 公司 
荧光显微镜                                    德国 leika 公司 
酶标仪                                        Biorad 公司 
-88℃超低温冰箱                                日本三洋公司 
微孔滤器（0.22μm 孔径）                       milipore 公司 
移液器（10、20、100、200、1000μL）            enpenddolf 公司 
台式高速离心机                                日本 HITACHI 公司产品 
台式低速离心机                                北京医用离心机厂 













第一部分：从人胶质瘤细胞系 U87 中诱导培养胶质瘤干细胞，及分析其生物学活性 
7 




试剂名称                                       生产商或提供者 
亚沸水                                    本实验室后勤中心提供 
DMEM/F12 培养基（1:1 粉剂）               GIBCO(Invitrogen Corp) 
DMEM 高糖培养基                         GIBCO(Invitrogen Corp) 
重组人表皮生长因子(EGF)                   GIBCO(Invitrogen Corp) 
重组人碱性成纤维生长因子(bFGF)            GIBCO(Invitrogen Corp) 
B27 培养基添加剂                          GIBCO(Invitrogen Corp) 
胰蛋白酶                                  北京鼎国生物技术有限公司 
二甲基亚矾(DMSO)                          sigma—AldriehCorp 
特级胎牛血清                              Hyclone  Laboratories，Inc 
链霉素                                    河北华北制药有限公司 
青霉素                                    河北华北制药有限公司 
左旋多聚赖氨酸                            sigma—AldriehCorp 
左旋谷氨酰胺                              Amresco，Inc 
小鼠抗人 CD133 单克隆抗体                 德国美天旎公司 
小鼠抗人 Nesine 单克隆抗体                 德国美天旎公司    




在超净工作台内将 1 袋 DMEM 培养基完全溶解于 1L 亚沸水，负压抽滤，
调 PH 值，分装于 500mL 无菌玻璃盐水瓶，4℃保存备用。 
2）DMEM/F12 培养基配置 
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